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r  e  s  u  m  o
Objetivo: Avaliar a expressão dos genes COL1A1, COL1A2, COL3A1 e COL5A1 na cápsula
glenoumeral  de pacientes com instabilidade anterior traumática do ombro.
Métodos:  Foram avaliadas amostras de cápsula glenoumeral de 18 pacientes com insta-
bilidade  anterior traumática do ombro. Foram incluídos pacientes masculinos, com teste
de  apreensão positivo e lesão de Bankart no exame de ressonância magnética. Todos os
pacientes  sofreram mais de um episódio de luxac¸ão  do ombro. Foram coletadas amostras
da  cápsula glenoumeral lesionada (região anteroinferior) e da região macroscopicamente
não  afetada (região anterossuperior) de cada paciente. A expressão dos genes de colágeno
foi  avaliada por reac¸ão  em cadeia da polimerase após transcric¸ão  reversa com análise
quantitativa  (qRT-PCR).
Resultados:  A expressão de COL1A1, COL1A2 e COL3A1 não diferiu entre as duas regiões da
cápsula  do ombro. No entanto, foi observado que a expressão de COL5A1 estava signiﬁcan-
temente  reduzida na região anteroinferior em relac¸ão  à região anterossuperior (mediana ±
intervalo interquartílico: 0,057 ± 0,052 vs 0,155 ± 0,398; p = 0,028) da cápsula glenoumeral.
Conclusão: A região afetada da cápsula glenoumeral de pacientes com instabilidade do
ombro  apresentou uma expressão reduzida de COL5A1.
©  2014 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. 
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Methods:  Samples from the glenohumeral capsule of 18 patients with traumatic anterior
instability of the shoulder were evaluated. Male patients with a positive grip test and a
Bankart lesion seen on magnetic resonance imaging were included. All the patients had
suffered more than one episode of shoulder dislocation. Samples were collected from the
injured glenohumeral capsule (anteroinferior region) and from the macroscopically unaf-
fected region (anterosuperior region) of each patient. The expression of collagen genes was
evaluated using the polymerase chain reaction after reverse transcription with quantitative
analysis (qRT-PCR).
Results:  The expression of COL1A1, COL1A2 and COL3A1 did not differ between the two
regions of the shoulder capsule. However, it was observed that the expression of COL5A1 was
signiﬁcantly lower in the anteroinferior region than in the anterosuperior region (median ±
interquartile range: 0.057 ± 0.052 vs. 0.155 ± 0.398; p = 0.028) of the glenohumeral capsule.
Conclusion: The affected region of the glenohumeral capsule in patients with shoulder
instability presented reduced expression of COL5A1.
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 grande amplitude de movimento fornecida pela cintura
scapular permite que a articulac¸ão  glenoumeral seja usada
omo  um fulcro estável para a colocac¸ão  da extremidade supe-
ior  em diversas posic¸ões  no espac¸o.  Uma  consequência desse
rande  arco de movimento, no entanto, é a propensão para
ssa  articulac¸ão  tornar-se instável.1
Acredita-se que o ombro seja a articulac¸ão  do corpo
umano que mais comumente sofre luxac¸ões,  com a incidên-
ia  de 8,2-23,9 por 100.000 pessoas ao ano.2,3 Desses casos,
5%  são causados por eventos traumáticos e envolvem lesões
a  cápsula anterior em mais de 90% desses indivíduos.4,5 Os
pisódios  de luxac¸ão  do ombro ocorrem mais frequentemente
m indivíduos jovens e masculinos.6 Muitos dos indivíduos
fetados praticam esportes competitivos.7 A taxa de recorrên-
ia  de luxac¸ões  do ombro é alta e alcanc¸a  até 100% em jovens
tletas.8,9
A região anteroinferior (AI) da cápsula glenoumeral é o
ocal  mais acometido em episódios de luxac¸ão  traumática do
mbro.10Após o primeiro episódio de luxac¸ão  do ombro ante-
ior,  é comum o paciente apresentar instabilidade do ombro.8,9
s pacientes com instabilidade do ombro, em geral, apresen-
am  uma  deformac¸ão  plástica da cápsula, o que pode resultar
m  frouxidão capsular.10,11 Estudos anteriores demonstraram
ue a deformac¸ão  plástica da cápsula é necessária mesmo
a  primoluxac¸ão.12–14 Atualmente, pouco se sabe sobre a
strutura de cápsula, especialmente em pacientes com ins-
abilidade  do ombro. Uma  melhor compreensão da biologia
ubjacente é importante para orientar o manejo do paciente
 desenvolver novas opc¸ões  terapêuticas complementares à
irurgia.
A cápsula é composta de elementos celulares e ﬁbrosos.
 conteúdo de colágeno da cápsula aumenta progres-
ivamente durante o desenvolvimento embrionário e ao
ascimento  esse tecido geralmente é ﬁbroso.15 Os colágenos
brilares tipos I, III e V são os mais comuns na cápsula do
mbro.16 As mutac¸ões  em genes que codiﬁcam esses coláge-
os  foram identiﬁcadas na maioria das formas de síndrome
e  Ehlers-Danlos (SED) e osteogênese imperfeita,17,18 queapresentam luxac¸ões  frequentes em diversas articulac¸ões,
incluindo a do ombro. Dessa forma, alterac¸ões  nesses genes
podem  também desempenhar um papel na instabilidade do
ombro.
O objetivo deste estudo foi comparar a expressão do RNA
mensageiro (mRNA) de COL1A1, COL1A2, COL3A1 e COL5A1
entre  uma  região lesionada e outra não lesionada da cápsula
glenoumeral de pacientes com instabilidade traumática ante-
rior  do ombro.
Materiais  e  métodos
Pacientes
Foram coletadas amostras da cápsula glenoumeral de
18  pacientes com instabilidade anterior traumática do
ombro  que foram submetidos ao tratamento cirúrgico por
artroscopia  no Hospital São Paulo da Universidade Fede-
ral  de São Paulo (UNIFESP) entre junho de 2011 e junho
de  2013. Durante a propedêutica articular, foi veriﬁcada a
existência  de lesões associadas e em todos os pacientes
foi  notada a presenc¸a  de redundância capsular na região
anteroinferior. Um termo de consentimento livre e escla-
recido  foi obtido de todos os pacientes com aprovac¸ão  do
comitê  de ética da Unifesp (processo número: 1085/11).
A  média da idade dos pacientes no momento da cirurgia era
de  30 anos (variac¸ão  de 18 a 42). A média de idade do pri-
meiro episódio de luxac¸ão  era de 25 anos (variac¸ão  de 14 a 37).
O  tempo médio entre a primoluxac¸ão  e a coleta de amostra foi
de  cinco anos (variac¸ão  de quatro meses a 10 anos).
Foram incluídos no estudo somente pacientes com teste
de  apreensão positivo e lesão de Bankart evidenciada no
exame  de ressonância magnética. Adicionalmente, todos
os  pacientes reportaram dois ou mais episódios de luxac¸ão
do  ombro. Para reduzir a heterogeneidade da amostra,
somente indivíduos do gênero masculino foram incluídos.
Os  pacientes foram tratados por pelo menos duas semanas
com  imobilizac¸ão  do ombro depois do primeiro episódio de
deslocamento. Nenhum paciente tinha histórico de cirurgias
prévias  para lesões do ombro.
















Figura 1 – Alterac¸ão na expressão dos genes de colágeno
na  cápsula glenoumeral de pacientes com instabilidade do
ombro. Valores de expressão na região anteroinferior em
relac¸ão  aos correspondentes na região anterossuperior
da cápsula glenoumeral (fold-change). Linhas horizontais644  r e v b r a s o r t o 
Foram excluídos do estudo pacientes com sinais clíni-
cos  de instabilidade posterior e/ou multidirecional, assim
como  com hipermobilidade ou hiperfrouxidão generalizada de
articulac¸ões  segundo a escala de Beighton.19
Amostras  de  tecido
As amostras de tecido foram coletadas de duas regiões da
cápsula  de cada paciente: uma  da região lesionada, região
AI;  outra da região correspondente macroscopicamente não
afetada  (controle), região anterossuperior (AS). Todas as amos-
tras  foram imediatamente imersas na soluc¸ão  de RNAlater®
(Qiagen, Alemanha) e, em seguida, estocadas a –20 ◦C até o
momento  da extrac¸ão  do RNA.
Análise  da  expressão  gênica
A extrac¸ão  do RNA foi feita com o minikit RNeasy® (Qiagen,
Alemanha). A concentrac¸ão  e a qualidade foram determinadas
com  o espectrofotômetro NanoDrop® (Kisker, Alemanha) e a
integridade foi veriﬁcada por eletroforese em gel de agarose
1%.  A síntese do DNA complementar (cDNA) foi feita com o kit
High-Capacity  cDNA Archive (Life Technologies, EUA).
A  expressão de COL1A1, COL1A2, COL3A1 e COL5A1 foi ava-
liada  pela reac¸ão  em cadeia da polimerase após transcric¸ão
reversa com análise quantitativa (qRT-PCR) com o uso do
sistema  7500 Fast Real-Time PCR (Life Technologies, EUA).
Os  genes ACTB e GAPDH foram selecionados como con-
troles  internos para normalizar a quantidade inicial de
cDNA  e corrigir possíveis variac¸ões  que podem afetar a
eﬁciência  das reac¸ões  de qRT-PCR. Todas as reac¸ões  de qRT-
-PCR  foram feitas em triplicata para todos os genes alvos
(COL1A1: Hs00164004 mL;  COL1A2: Hs00164099 mL;  COL3A1:
Hs00943809 mL;  COL5A1: Hs00609088 mL)  e para os genes
de  referência (-actina, ACTB: 4352935e; gliceraldeído-3-
fosfato desidrogenase, GAPDH: Hs99999905 mL)  com o uso de
iniciadores e sondas comercialmente disponíveis (Life Tech-
nologies,  EUA).
A  expressão gênica foi determinada de acordo com a fór-
mula:  Ct (cyclethreshold) = Ct gene alvo (colágeno) - média
geométrica dos Ct dos genes de referência.20 A quantiﬁcac¸ão
da expressão foi ajustada para a eﬁciência de ampliﬁcac¸ão
de  cada gene (COL1A1 = 92%; COL1A2 = 97%; COL3A1 = 103%;
COL5A1  = 94%; ACTB = 91%; GAPDH = 92%).
Análise  estatística
O teste de Shapiro-Wilk foi feito para avaliar a normalidade
da  distribuic¸ão  dos dados. Como a maioria das variáveis
analisadas não apresentou uma  distribuic¸ão  normal, o teste
de  Wilcoxon (não paramétrico) foi usado para comparar a
expressão  gênica entre amostras da região anteroinferior e da
anterossuperior pareadas. O tamanho do efeito para o teste de
Wilcoxon (r) foi calculado de acordo com a fórmula r = Z/
√
N,21
em que r < 0,1 foi considerado um efeito trivial, 0,1 ≤ r < 0,3
pequeno,  0,3 ≤ r ≤ 0,5 moderado e r > 0,5 grande.Correlac¸ão  de Spearman foi usada para avaliar se havia
correlac¸ão  entre a expressão dos genes de colágeno e a idade
de  acometimento, a idade no momento da cirurgia ou o inter-
valo  entre a primoluxac¸ão  e coleta de amostra.indicam as medianas e os intervalos interquartílicos.
Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
signiﬁcantes. As medianas e os intervalos interquartílicos dos
dados obtidos são apresentados no presente estudo.
Resultados
A expressão relativa dos genes de COL1A1, COL1A2, COL3A1
e  COL5A1 apresentou uma  ampla variac¸ão  entre indivíduos
com  instabilidade traumática anterior do ombro. Tanto o
aumento  quanto a reduc¸ão  da expressão de genes de colágeno
na  região anteroinferior em relac¸ão  à região anterossuperior
foram observados (ﬁg. 1). A expressão de COL1A1, COL1A2 e
COL3A1  não diferiu signiﬁcantemente entre as regiões AI e AS
(tabela 1). No entanto, a região AI apresentou reduzida expres-
são  de COL5A1 em relac¸ão  à região AS da cápsula glenoumeral
de  pacientes com instabilidade do ombro (p = 0,028; r = –0,3665;
tabela  1).
Em  qualquer das regiões estudadas não foi observada
correlac¸ão  entre idade de acometimento, idade no momento
da  cirurgia ou intervalo entre a primoluxac¸ão  e coleta de amos-
tra  e os níveis de expressão dos genes de colágeno (p > 0,05
para  todas as análises).
Discussão
Este estudo demonstrou que pacientes com instabilidade
anterior do ombro apresentam uma  reduc¸ão  de expressão
do  gene COL5A1 na região da AI da cápsula glenoumeral
comparada à região AS. O colágeno tipo V representa 2%-
5%  do total do colágeno na maior parte dos tecidos.22 O
colágeno tipo V intercala-se com o colágeno tipo I, que é a
proteína  mais proeminente na cápsula, para formar ﬁbrilas
heterotípicas.23 Apesar de ser o colágeno ﬁbrilar presente em
menor  quantidade, o colágeno tipo 5 tem um papel central na
regulac¸ão  da ﬁbrilogênese dos tecidos conjuntivos.24 Na SED, a
reduc¸ão  da expressão COL5A1 é descrita em cerca de 25%-30%
dos  pacientes portadores de mutac¸ões  nesse gene.25 Nesses
pacientes, é observada a formac¸ão  de ﬁbrilas de colágeno
anormais, que são largas e irregulares.26 Em modelo animal
de  SED clássico, a expressão reduzida de COL5A1 foi associada
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Tabela 1 – Expressão dos genes de colágeno na cápsula glenoumeral de pacientes com instabilidade do ombro
Gene AI (mediana ± IQ) AS (mediana ± IQ) Valor de p Tamanho do efeito (r)
COL1A1 1,068 ± 1,597 1,681 ± 1,801 0,372 –0,1488
COL1A2 0,555 ± 0,413 0,650 ± 0,455 0,145 –0,2431
COL3A1 0,716 ± 0,608 0,678 ± 0,662 0,879 –0,0253


















































rAI, amostras da região anteroinferior; AS, amostras da região anteros
a Diferenc¸a  estatisticamente signiﬁcante entre as regiões anteroinfe
om uma  reduc¸ão  no número de ﬁbrilas e com a presenc¸a  de
ma  subpopulac¸ão  muito grande e estruturalmente aberrante
e  ﬁbrilas com deﬁciência do colágeno V.24 A desregulac¸ão
a expressão de COL5A1 parece ter um papel fundamental
m alterac¸ões  estruturais na cápsula articular tanto em indi-
íduos  com SED quanto em modelos animais para essa sín-
rome.  Dessa forma, hipotetizamos que a reduzida expressão
e  COL5A1 na região AI da cápsula glenoumeral de pacientes
om  instabilidade do ombro pode resultar em ﬁbrilas de colá-
eno  desorganizadas e, assim, contribuir para o aumento da
rouxidão desse tecido nos indivíduos avaliados.14,27 Por outro
ado,  a reduzida expressão de COL5A1 na região AI em relac¸ão
 região AS também pode ser uma  característica intrínseca da
egião AI que contribui para a maior susceptibilidade dessa
egião  à lesão nos pacientes investigados.
A expressão dos genes COL1A1, COL1A2 e COL3A1 não dife-
iu  entre as regiões AI e AS. No entanto, o número de amostras
valiadas  foi um fator limitante no presente estudo. Com o
úmero  amostral obtido, nossa análise tinha o poder de cerca
e  80% de detectar uma  variac¸ão  com tamanho de efeito de
5%  (grande tamanho de efeito) para um erro tipo I de 5%.
m  nenhuma das análises foi detectado um efeito grande e,
om  isso, o poder observado foi baixo. Dessa forma, nossas
nálises  têm uma  alta probabilidade de não ter detectado
ma  diferenc¸a  entre grupos que na realidade existe (falso-
negativo). Mais estudos são necessários para se entender o
apel de COL1A1, COL1A2 e COL3A1 na cápsula glenoumeral
e  pacientes com instabilidade do ombro.
Neste estudo, foram avaliados somente pacientes do
ênero  masculino que apresentassem mais de um episódio de
uxac¸ão  do ombro. O objetivo dessa selec¸ão  foi homogeneizar
ossa amostra. Além disso, foram obtidas amostras parea-
as  de cápsula glenoumeral com e sem lesão (controle) dos
esmos  indivíduos para evitar um possível viés causado pela
ariac¸ão  biológica interindividual, uma  estratégia comumente
dotada  nos estudos sobre moléculas que buscam entender os
rocessos de carcinogênese.28 Entretanto, os níveis de mRNA
e  todos os genes de colágenos estudados foram heterogêneos
ntre  pacientes com instabilidade do ombro. Essa hetero-
eneidade pode ser por causa das diferentes exposic¸ões  ao
eio  ambiente, como, por exemplo,variac¸ões  no número de
uxac¸ões  e no tempo entre os eventos de luxac¸ão  e a cirurgia.
dicionalmente, como outras lesões agudas de tecidos moles,
 instabilidade do ombro é uma  doenc¸a  multifatorial e, por-
anto,  fatores intrínsecos, como, por exemplo, polimorﬁsmos
os  genes do colágeno29,30 ou dos genes que codiﬁcam proteí-
as  envolvidas na regulac¸ão  da sua expressão, também podem
ontribuir  para a heterogeneidade entre os pacientes, assim
omo  para um maior risco para a doenc¸a.rior; IQ, intervalo interquartílico.
 anterossuperior pela análise de Wilcoxon, p < 0,05.
Como somente foram estudadas amostras de tecido cole-
tadas  durante o tratamento cirúrgico, não foi possível avaliar a
dinâmica de regulac¸ão  da expressão gênica. Deve-se, contudo,
notar  que este estudo, ao nosso conhecimento, é o primeiro a
avaliar a expressão gênica na cápsula glenoumeral de paci-
entes  com instabilidade do ombro e contribuir, assim, para a
compreensão dessa condic¸ão.
Conclusões
A região lesionada da cápsula glenoumeral de pacientes com
instabilidade  do ombro apresentou uma  reduzida expressão
de  COL5A1. O estudo de expressão gênica na cápsula glenou-
meral  de pacientes com instabilidade do ombro é original na
literatura  e abre novas perspectivas de pesquisa nessa afecc¸ão.
A  avaliac¸ão  da expressão gênica pode contribuir para uma
maior  compreensão da biologia dessa lesão e, com isso, para
o  desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.
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